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　 1． 末梢血好中球のATP活性を応用した外傷患者
の重症度評価
順天堂大学医学部附属浦安病院　救急診療科　
近　藤　　　豊　
はじめに
　外傷患者において，損傷した部位や末梢血の好中
球からATP（アデノシン三リン酸）が放出されるこ
とが知られている。このATPが増加すると，好中球
の遊走能を悪化させ予後を悪くする。交通事故患者
では好中球の細胞膜からATPが放出されるため，細
胞膜のATP活性は増加している。一方でATPを放
出した細胞のミトコンドリア内ではATPが枯渇しそ
の活性が減少していると考える。そのため細胞膜の
ATP活性は臨床重症度スコアであるRTS（Revised 
Trauma Score），SOFA（Sequential Organ Failure 
Assessment），APACHEⅡ（acute physiology and 
chronic health evaluationⅡ）と相関関係にあり，逆に
ミトコンドリアでは逆相関していると仮説を立てた。
そのため，本研究では末梢血好中球のATP活性を測定
することで重症度の評価が可能となるか検討した。
方　　法
　テスト実験として，まず外傷と同じSIRS病態を呈す
る敗血症に対して，ATPの放出と臓器スコアとの関係
を調べた。
FACS（フローサイトメトリー）実験
　敗血症患者の末梢血10㎖を救急外来または ICUで
末梢から採血し，ヘパリン化されているスピッツに分
注した。その後，遠心チューブにPolymorphprepTM 
5.0mLを入れ，EDTAを用いて抗凝固処理した採取後
2時間以内の血液5.0mLを注意深く重層した。さらに，
スウィングローターを用いて室温で450～500×g，30～
35分間遠心分離した。さらに，パスツールピペットで
多核顆粒球浮遊液を採取し，多核顆粒浮遊液に同量の
0.45％ NaClもしくは 2倍希釈したPBSを加え，混和
した。そのうえで，同僚のPBSを加え，室温で400×
g，10分間遠心分離した。以上の過程により分離され
た好中球を用いて，二種類のATPプローブ（PMAP-1: 
好中球細胞膜のATPを検出，Mito-AP1: 好中球細胞内
ミトコンドリアのATPを検出）を使用して細胞膜と
ミトコンドリア内のATP活性をFACS（フローサイト
メトリー）にて測定した。以上の過程によりATP活
性を来院後 0－ 3日に 1度，測定した。FACS実験は
病院内に併設されている環境研究所で解析をおこなっ
た。解析にはMicrosoft社のエクセル，またGraph Pad 
Prismを使用した。またカルテ記録を用いて，腎障害
（BUN），重症度評価（SOFA），との臨床データを抽
出した。またPMAP-1，Mito-AP1とSOFAスコアの
関連性を調べた。
結　　果
　最初の実験では，ATP放出に関して，敗血症13人
の血液データを解析した。SOFAスコアとPMAP-1と
Mito-AP1の相関性を調べたが，明らかな関連性は認
められなかった。
考　　察
　仮説では細胞膜のATP活性指標であるPMAP-1と
SOFAスコアは相関，細胞内ミトコンドリアのMito-
AP1とSOFAスコアは逆相関する予想ではあったが，
明らかな関連を認めなかった。ミトコンドリアと細
胞膜のATPの役割は違うことは既に報告されている
［1］。血中においては，マウス実験において重症度を
反映することがわかっており，敗血症後発症後約 8時
間すると血中濃度はピークに達する［2］。今後重症度
とATPの局在化に関してさらに調べる必要ある。
　今回の研究において，腎機能において有意な相関性
を認めた。2017年に腎皮質からATPが放出されるとい
う報告があり，腎障害とATPが関連しているというこ
とは非常に興味深い結果である。しかしながら，今回
の結果はBUNとATPが逆の相関であるため，ATPが
高いとむしろ軽快に働いており，今後さらに詳しく調
べる必要があろう。今後，腎障害とATPにターゲット
をあて，外傷患者と急性腎障害の関連性の指標として，
好中球のATP活性測定が有効な可能性があるが，今後
さらなる検討が必要である。
文　　献
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Tanaka H, Junger WC. （2014） Plasma ATP is required 
for neutrophil activation in a mouse sepsis model. Shock 
42, 142-7.
  千葉医学　96：109－113， 2020
  
  〔研究報告書〕
2019年度猪之鼻奨学会研究補助金による研究報告書
110 2019年度猪之鼻奨学会研究補助金による研究報告書
　 2． 急速進行性間質性肺炎を合併する抗MDA5抗
体陽性無筋症性皮膚筋炎患者の予後を予測する
マーカーの検討
千葉大学医学部附属病院　アレルギー・膠原病内科　
田　中　　　繁　
はじめに
　皮膚筋炎（DM）は皮膚や骨格筋に炎症をきたす自
己免疫性疾患であり，間質性肺炎を合併する例が多い。
近年の研究により，抗MDA5抗体が陽性のDM患者は
急速進行性間質性肺炎（RP-ILD）を合併する事が多い
ことが明らかとなった。また，RP-ILDを合併する抗
MDA5抗体陽性DMの死亡率は 3～ 5割とされ，予後
が非常に不良である。
　RP-ILDを合併する抗MDA5抗体陽性DM患者には
大量ステロイド・カルシニューリン阻害薬・シクロ
フォスファミドの 3剤を併用する治療（トリプルセラ
ピー）が推奨されている［1］が，酸素需要が残存する例
や，死に至る症例を経験する。難治例に対して血漿交
換や生物学的製剤による抗サイトカイン療法，JAK阻
害薬を試みることがあるが，トリプルセラピーの効果
が不十分と判断された時点で，肺はすでに不可逆的な
ダメージを負っており，救命が困難である場合が多い。
したがって，予後不良例を救命する為には治療開始の
時点で，治療強度を決定するマーカーが必要である。
　既報では抗MDA5抗体価やフェリチン，IL-18が高
い症例で予後不良であるとされている［2］が，当科での
診療経験においては，退院時に酸素需要の残存する例
や死亡例で初診時の抗MDA5抗体価やフェリチンが必
ずしも高値を示さなかった。そこで本研究ではRP-ILD
を合併する抗MDA5抗体陽性DM患者の予後を予測す
る因子を探索することを目的とした。
方　　法
　千葉大学医学部附属病院　アレルギー・膠原病内科
で診療した抗MDA5抗体陽性DM患者21例の診療情報
を後方視的に解析し，初回治療における治療結果（改
善，在宅酸素療法導入，死亡）を収集した。また，治
療開始前の保存血清を用いて，25種類のサイトカイン・
ケモカイン（GM-CSF，INFa2，IFNg，IL-1a，IL-1b，
IL-2，IL-3，IL-4，IL-5，IL-6，IL-7，IL-8，IL-10，IL-
12p40，IL-12p70，IL-13，IL-15，IL-17，IL-1ra, IP-10，
MCP-1，MIP-1a，MIP-1b，TNFa，TNFb; 以下CC）
をMILLIPLEX（Merk Millipore）で測定し，予後予
測に寄与するマーカーを検討した。
結　　果
　抗MDA5抗体陽性DM患者を酸素需要なく退院し
た例（予後良好例 : 12例）と退院時に酸素需要が残っ
た例および死亡例（予後不良例 : 9例）の 2群に分け，
CC測定値および既存の病勢マーカー（フェリチン，抗
MDA5抗体価）を比較した。興味深いことに，フェリ
チンや抗MDA5抗体価の治療前値は 2群に差が見られ
なかった。25種のCCはいずれも 2群に有意な差を認め
なかったが，スケール化した測定値を 2群間で比較した
ところ，有意な差を認めた（2way-ANOVA，P＜0.0001）。
考　　察
　今回測定した25種のCCの組み合わせにより予後予
測が可能となる可能性が示唆された。今後は症例数を
増やし，測定するサイトカインの種類を最適化するこ
とで，臨床上有用な検査系を構築することを目指す。
文　　献
1） Tsuji H, Nakashima R, Hosono Y, Imura Y, Yagita M, 
Yoshifuji H, Hirata S, Nojima T, Sugiyama E, Hatta K, 
Taguchi Y, Katayama M, Tanizawa K, Handa T, Uozumi R, 
Akizuki S, Murakami K, Hashimoto M, Tanaka M, Ohmura 
K, Mimori T. （2020） Multicenter prospective study of 
the efficacy and safety of combined immunosuppressive 
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gene 5-positive dermatomyositis. Arthritis Rheumatol 
72, 488-98.
2） Gono T, Sato S, Kawaguchi Y, Kuwana M, Hanaoka 
M, Katsumata Y, Takagi K, Baba S, Okamoto Y, Ota 
Y, Yamanaka H. （2012） Anti-MDA5 antibody, ferritin 
and IL-18 are useful for the evaluation of response to 
treatment in interstitial lung disease with anti-MDA5 
antibody-positive dermatomyositis. Rheumatology 
（Oxford）. 51, 1563-70.
　 3． 骨肉腫の肺転移分子機構の解明と新規治療薬の
探索
千葉県がんセンター　整形外科　
木　下　英　幸　
はじめに
　AYA世代のがんである骨肉腫の診断・治療は飛
躍的に進み，初診時肺転移のない症例の 5年生存率
は60－70％と比較的良好である一方，肺転移症例で
は15－35％と依然として予後不良である。治療は手
術と共に化学療法となるが，現在用いられている薬
剤は従来の殺細胞剤であり，副作用が強く，骨肉腫
に有効な分子標的薬は存在しないという問題点があ
り，骨肉腫の腫瘍進展と肺転移を抑制する副作用の
少ない新規分子標的薬の早期開発が望まれる。一方，
mitogen-activated protein kinase （MAPK） 経路のkey 
moleculeであるApoptosis signal-regulating kinase 1 
（ASK1）は様々ながんにおいてoncogeneとして報告
されている。さらに当共同研究グループはASK1が悪
性黒色腫の肺転移を制御することを報告した［1］。本
研究の目的は，骨肉腫の腫瘍進展および肺転移におけ
るASK1の関与およびASK1阻害剤の効果・副作用の
検討を行うことにより，骨肉腫の分子メカニズムを解
明し，新規分子標的薬開発につなげ，がん患者のQOL
を改善させることである。
方　　法
　in vitroにおいてマウス高肺転移骨肉腫細胞株 （LM8） 
とその親株におけるASK1の発現および活性化と下
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流のMAPK （p38，JNK） の活性化をウェスタンブ
ロッティングにて評価した。さらにLM8にASK1 
knockdown （KD） およびASK1阻害剤 （K811） を投与
することによるMAPK活性化への効果をウェスタンブ
ロッティングにて評価した。また同様の系にて増殖能
についてMTT assayにて評価した。さらにASK1の
恒常的抑制タンパク質であるチオレドキシン （Trx） の
KDおよび阻害剤 （PX-12） についても上記と同様の実
験にて評価した。in vivoにおいてはLM8をC3H/He
マウスの皮下に移植・尾静注を行い，増殖能および肺
転移能を評価した。
結　　果
　LM8では親株と比較し，ASK1の活性化および下流
のMPAKの活性化が亢進していた。ASK1 KDおよび
ASK1阻害剤投与にてMAPKの活性化が減弱していた。
LM8の増殖能に関してはASK1 KDおよびASK1阻害
剤投与にて増殖が促進された。Trx KDおよびTrx阻害
剤 （PX-12） 投与にてASK1およびMAPKの活性化が亢
進していた。増殖能に関しては，Trx KDおよびPX-12
投与にてLM8の増殖を抑制していた。さらにLM8を皮
下移植および尾静注により局所の腫瘍増悪および肺転
移による結節を確認した。
考　　察
　ASK1はMAPK pathwayのMAPKKKであり，生存
シグナルよりも主にアポトーシスを制御している。
ASK1はがんにおけるoncogeneとしても注目されて
いるが，種々のがん腫において腫瘍増悪もしくは腫瘍
抑制の両者の報告がある。本研究ではASK1 KDおよ
びASK1阻害剤投与により増殖促進が認められたため
に，ASK1の恒常的抑制タンパク質であるTrxに着目
して検討を進めた。Trxの検討ではKDおよび阻害剤
により腫瘍進展が抑制されており，Trx-ASK1という
レドックス制御が骨肉腫の腫瘍進展および肺転移にお
いても重要な役割を担っていることが示唆された。in 
vivoにおける皮下移植および尾静注による予備実験に
て局所増悪および肺転移が確認できたので，今後これ
らに対しTrx阻害剤 （PX-12） の効果を確認するととも
に，Human cell lineおよびヒト検体やPatient-derived 
xenograftsでも検討を進めていく予定である。
文　　 献
1） Kamiyama M, Shirai T, Tamura S, Suzuki-Inoue K, 
Ehata S, Takahashi K, Miyazono K, Hayakawa Y, Sato 
T, Takeda K, Naguro I, Ichijo H. （2017） ASK1 facilitates 
tumor metastasis through phosphorylation of an ADP 
receptor P2Y12 in platelets. Cell Death Differ 24, 2066-76.
　 4． 整形外科専門医レベルの診断能を持つ大腿骨近
位部骨折X線診断の畳み込みニューラルネット
ワーク
千葉大学大学院医学研究院　整形外科学　
牧　　　　　聡　
（研究協力者：大鳥精司，山田有徳，岸田俊二　　
永井春樹，山川奈々子，飯島　靖　
小谷俊明，南　昌平，有馬準之助　
山下剛史）　　　　　　　　　　　
はじめに
　大腿骨近位部骨折の診断において，検査の第一選択
は単純X線であるが，非転位例では整形外科医でも診
断に苦慮する事も多い。深層学習の手法である畳み込
みニューラルネットワーク（CNN）は，医療画像を含
む画像認識の分野で有用性が示されているが，整形外
科および外傷分野におけるCNNを用いた画像診断の
報告は限られている。本研究の目的は，股関節単純X
線正面像および側面像を用いて，CNNによる大腿骨近
位部骨折の診断能を評価することである。またCNNと
整形外科医 4名の診断能を比較した。
方　　法
　 2施設で撮影された股関節正面像1703枚（頚部骨折
556例，転子部骨折441例，非骨折例706例）と側面像
1220枚（頚部骨折555例，転子部骨折431例，非骨折
例234例）を対象とした。画像は小転子下端までの大
腿骨近位部を切り出して使用した。フレームワークは
TensorFlowを用いて分類モデルをCNNとして実装し
た。Xception［1］を用いてファインチューニングを行っ
た。評価には学習に使用していない150症例（頚部骨
折50例，転子部骨折50例，非骨折例50例）300枚の単
純正側 2方向のX線画像を用い検証した。整形外科 4
名（専門医 2名，後期研修医 2名）もCNNと同じ画像
を読影した。診断能の評価のため，正解率，平均再現
率，平均適合率，平均F1値をそれぞれ求めた。
結　　果
　股関節単純X線正側 2方向に基づく大腿骨近位部
骨折の診断能は，CNN/整形外科医 1 /同 2 /同 3 /
同 4の順に，正解率98/92/95/67/78％，平均再現率
98/92/95/67/78％，平均適合率98/92/95/78/82％，平
均F1値98/92/95/72/80％であった。
考　　察
　CNNの学習に単純X線画像 2方向を用いることで比
較的少ないデータで整形外科専門医と同等かそれ以上
の精度で大腿骨近位部骨折の診断が可能であった。
文　　献
1） Chollet F. Xception: deep learning with depthwise 
separable convolutions. 2016.
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dLで15.0％の吸着率であった。サイトカイン吸着実験
では 5時間まで経時的なIL-6濃度を測定した。実験開
始時と比較し実験終了時点におけるIL-6の中空糸への
吸着率はPMMAで60.5％，AN69STで25.1％であった。
また，TEICとIL-6を同時に添加して実験を行ったが，
PMMAとAN69STのいずれにおいてもTEICの吸着は
IL-6の吸着にほとんど拮抗しなかった。
考　　察
　本研究から，TEICはPMMAに吸着し，その吸着率
はHSA濃度に影響を受ける可能性があることが明ら
かとなった。また IL-6のヘモフィルター吸着に対する
TEICの影響は小さいことが明らかとなった。
謝　　辞
　本助成金のご支援を賜りました貴奨学会およびご審
査をいただきました先生方に，心より御礼申し上げま
す。
文　　献
1） Yamamoto T, Yamamoto T, Yasuno N, Katada S, Hisaka A, 
Hanafusa N, Noiri E, Yahagi N, Fujita T, Suzuki H. （2011） 
Proposal of a pharmacokinetically optimized dosage 
regimen of antibiotics in patients receiving continuous 
hemodiafiltration. Antimicrob Agents Chemother 55, 5804-
12.
2） Tian Q, Gomersall CD, Ip M, Tan PE, Joynt GM, Choi 
GYS. （2008） Adsorption of amikacin, a significant 
mechanism of elimination by hemofiltration.  Antimicrob 
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若手の部
　 6． 血中濃度モニタリング法の確立を目指したビン
クリスチン血中濃度およびビンクリスチン誘発
性末梢神経障害の関連の解明
千葉大学大学院薬学研究院　医薬品情報学講座　
山　﨑　由　貴　
（研究協力者 : 石井伊都子，神﨑哲人，鈴木貴明　
山崎伸吾，内田雅士，石川雅之）　
はじめに
　ビンクリスチン （VCR） は，白血病や悪性リンパ腫
等の治療の主軸として広く用いられている抗悪性腫瘍
薬である。一方で，代表的な副作用である「末梢神経
障害」に十分な注意が必要である。VCR誘発性末梢神
経障害は，VCR使用患者の半数以上と高頻度で認めら
れ，患者のQuality of Lifeを著しく低下させる。また，
末梢神経障害はVCRの用量規制因子でもあり，VCR
の有効性にも大きな影響をおよぼす。これらのことか
ら，末梢神経障害の発現と重篤化を回避した有効かつ
安全なVCRの使用方法の確立が望まれている［1］。
　VCRの投与設計には，血中濃度に基づいて薬物の
用法・用量を調節し，薬効・副作用を制御する「薬物
血中濃度モニタリング （TDM）」が有用であると考え
られる。TDMでは，薬物の血中濃度と薬効・副作用
　 5． 医療デバイスの相互作用を考慮した急性血液浄
化療法における抗菌薬投与設計法の構築
千葉大学医学部附属病院　薬剤部　
山　崎　伸　吾　
（研究協力者 : 石井伊都子，鈴木貴明，内田雅士　
鈴木達也，沢田美冬）　　　　　　
はじめに
　敗血症は感染症などを契機に急性腎不全や高サイト
カイン血症による多臓器不全を引き起こし致死率の高
い病態である。そのため，腎補助およびサイトカイン
吸着目的の急性血液浄化療法を行いながら抗菌薬を投
与する状況がある。本邦で敗血症患者に選択される頻
度の高い急性血液浄化療法には持続的血液濾過透析が
あり，濾過，透析および吸着の原理で尿毒素などを除
去する。この原理により薬物も除去されることが知ら
れており，これまで濾過および透析される薬剤に関す
る情報は散見される［1］が薬剤吸着に関する報告は少
ない［2］。そこで，本研究では特に治療域の狭い抗メ
チシリン耐性黄色ブドウ球菌（MRSA）薬を用いて①
ヘモフィルターへ吸着するのか，また，②抗MRSA薬
の吸着がサイトカイン吸着に拮抗するかを明らかにす
ることを目的とした。
材　　料
　ヘモフィルターはPolymethylmethacrylate （PMMA，
CH-1.8W®，東レ），Acetonitrile 69 Surface Treated
（AN69ST，sepXir is150®，Baxter），Cel lu lose 
Triacetate （CTA，UT-1100S®，ニプロ）を用いた。抗
MRSA薬はVCM（バンコマイシン塩酸塩点滴静注用
0.5g「MEEK」），TEIC（テイコプラニン点滴静注用200
㎎「F」）を用いた。インターロイキン （IL）-6はAnimal-
Free Recombinant Human IL-6 （Peprotech，inc）を用
いた。アルブミン（HSA）は献血アルブミン25％静注
12.5g/50mL「ベネシス」を用いた。
方　　法
　ヘモフィルターから中空糸を取り出して裁断し，抗
MRSA薬とともにリン酸緩衝生理食塩水で満たした
ビーカー内で撹拌し150分までの経時的な吸着を濃度
測定により検討した。抗MRSA薬の初期濃度はトラフ
相当とピーク相当の 2濃度設定し，HSA添加（ 0，2.5，
5 g/dL）実験および IL-6吸着実験を行った。VCMの
測定は化学発光免疫測定法，TEICの測定はラテック
ス凝集比濁法，IL-6の測定は酵素免疫測定法で行った。
結　　果
　①VCMの濃度はいずれの条件においても大きく変化
せずヘモフィルターの中空糸への吸着はみられなかった。
TEICはAN69STおよびCTAで濃度の大きな変化はな
かった。一方で，PMMAで経時的な濃度低下を認めた。
トラフ相当（20µg/mLと設定）では実験開始時と比較
しヘモフィルターの中空糸への吸着率がHSA 0 g/dLで
90.4％，HSA2.5g/dLで30.0％，HSA 5 g/dLで21.4％ の
であった。また，ピーク相当（100µg/mLと設定）では
HSA 0 g/dLで62.4％，HSA2.5g/dLで28.7％，HSA 5 g/
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の発現に相関があることが前提となるが，VCR血中濃
度と末梢神経障害の関連性は未だ明らかでない。そこ
で本研究では，従来の問題点を克服する新たな手法で
VCR血中濃度と末梢神経障害の関連性を検証し，VCR
のTDM法確立の情報基盤を構築することを目指して
いる。研究を開始するにあたり，VCR血中濃度測定系
の構築をおこなった。本稿では，その詳細について報
告する。
方　　法
　液体クロマトグラフィータンデム質量分析装置 （LC-MS/
MS） を用いて，VCR血中濃度測定系を構築した。HPLC
装置はLC-20AD Prominence HPLCポンプおよびSIL-
20AC HTオートサンプラー （ともに島津製作所，京都） を，
質量分析装置はQTRAP4500 （SCIEX, Framingham, 
MA, USA） を用いた。カラムはCOSMOSIL 3C18-MS-II 
Packed Column 2.0×50㎜， 3 µm （ナカライテスク，京
都） を用いた。カラム温度は40℃，流速は0.6mL/分とし
た。移動相は溶離液A （0.1％ギ酸含有10mM酢酸アンモ
ニウム水溶液） と溶離液B （0.1％ギ酸含有アセトニトリ
ル） の混合溶媒を用いた。グラジエント条件は 0～ 1分
を10％溶離液B， 1～2.5分を10～90％溶離液Bの直線グ
ラジエント，2.5～ 4分を90％溶離液B， 4～4.8分を10％
溶離液Bとした。イオン化モードはESI positiveとし，
MRMモードで測定をおこなった。インジェクション量
は 3 µLとした。VCRおよび内部標準物質VCR-d8の検
出および定量は，VCRについてm/z 413.2→m/z 353.1，
VCR-d8についてm/z 414.7→m/z 353.2をモニターする
ことによりおこなった。
結　　果
　20ng/mL VCR-d8含有溶離液A: 溶離液B＝1 : 1 （v/
v） を用いてVCR検量線用試料を調製し，VCRの定量
範囲を検討した。得られたデータについて検量線用試
料の各濃度に対するピーク面積比をプロットし，線形
最小二乗法もしくは重み付き最小二乗法により回帰し
て検量線を得た。その結果，VCRの定量下限は実測値
として 2 ng/mLであることが示された。
考　　察
　本研究においては，患者由来の血液検体を除タンパ
ク法により前処理し， 2～10倍に希釈した上でVCR濃
度を測定することを想定している。患者におけるVCR
血中濃度は0.2～ 5 ng/mLと想定されるため，定量下限
は実測値として0.02～0.1ng/mL未満であることが求め
られる。しかし，今回の検討で得られた定量下限は実
測値として 2 ng/mLであったことから，QTRAP4500
は患者検体のVCR血中濃度を測定するにあたって十分
な感度を有していない可能性が考えられた。今後はさ
らに高い感度を有する質量分析装置を用いて，VCRお
よびVCR併用薬の血中濃度測定系の構築をおこなう予
定である。
　また，VCRと同様にTDM法の確立が求められてい
る抗菌薬 （バンコマイシン，メロペネム，スルファメ
トキサゾールおよびトリメトプリム） および抗ウイル
ス薬 （ガンシクロビル） についても，LC-MS/MSを用
いた測定系を構築した。その結果，これらの薬物につ
いては，血液検体だけでなく，より低濃度が想定され
る脳脊髄液中濃度も測定可能であることが明らかと
なった。今後は多検体を短時間で測定できる正確・精
確かつハイスループットな測定系の構築を目指し，さ
らなる検討をおこなう予定である。
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